











Abstract: The comparative  study between  the mixing behavior of  two binary mixtures of cocoa 





fat  (orange = CB), whereas,  for similar and  larger size  (red = TS)  to CB, phase separation under 
crystallization  is  likely  to occur  (as shown  in  the graphical abstract).  In order  to understand  the 
interaction between  the binary systems,  the profile of  the phase diagram was  fitted with Bragg–
Williams  approximation  for  estimation  of  the  nonideality  mixing  parameter.  Moreover,  the 
morphology of  the two different systems by polarized  light microscopy  (PLM) also depicted the 
variations in phase behavior by showing a significant change in CB morphology from spherulitic, 











deep  insight  into  the  fundamental  aspects  of  the  crystallization  of molecules with molecularly 
controlled complexity. 







therefore, depending on  the packing density of  the TAGs  (loosely packed or densely packed)  the 
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physicochemical properties of fat crystals get affected [8]. It is necessary, therefore, to understand the 
interactions  inside binary  systems  in  liquid  and  solid‐states  for developing various  applications. 
Although the mixing behavior of various pure TAGs has been explored very well [9,10] and their 




CB  consists of mainly monounsaturated  symmetrical TAGs, namely POP  (1,3‐dipalmitoyl‐2‐
oleoyl  glycerol),  POS  (1,3‐palmitoyl‐stearoyl‐2‐oleoyl  glycerol)  and  SOS  (1,3‐distearoyl‐2‐oleoyl 
glycerol); where P = palmitic acid, O = oleic acid and S = stearic acid (approximately 17% of POP, 37% 
of POS  and  27% of SOS)  [12]. The  remaining part  consists of mixtures of monounsaturated  and 
polyunsaturated TAGs, as well as traces of polyphenols and free fatty acids. CB crystallizes into six 







mixture and  the polymorphic  transition  from  β′  to  β was also delayed  [15]. However, systematic 
investigations on higher percentages have not yet been explored; hence,  in our present study, the 















and  CB/CO  blends  showed  monotectic  and  eutectic  mixing  behavior,  respectively.  The  model 
schematic is shown in Figure 1 for typical monotectic and eutectic phase diagrams. 
However, in the case of pure saturated fat, one may have to consider either melt‐mediated or 
solid–liquid–solid  (S–L–S)  transition  or  solid–solid  (S–S)  transition while  constructing  the  solid–






by using  isothermal and dynamic crystallization methods. The changes  in  thermal properties and 
morphology of these blends were measured by using differential scanning calorimetry  (DSC) and 
polarized  light microscopy  (PLM),  respectively.  From  the  DSC  results,  the  phase  diagram was 
constructed.  The  thermodynamic  analysis  of  these  phase  diagrams  helped  to  understand  the 
interaction between CB/TS and CB/CO in a solid and liquid state. Therefore, our study sheds a light 
on the applied point of view while understanding the basics of these interactions. Ultimately, it will 
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help  in  future  for  comprehending  the  correlation of differences  in mouthfeel, based on usage of 
different concentrations of the mixtures of these oil and fat blends. 
 























DSC  (Mettler  Toledo  DSC3+/700/453)  measurements.  An  empty  100  μL  aluminum  pan  was 
considered as a reference cell. Liquid nitrogen was used for cooling with a rate of 30 mL/minute. The 
experiment was performed in four segments in order to study the thermal properties of fat/oil blends 
crystallized  via  isothermal  and  dynamic  processes.  The  sample, which was  crystallized  by  the 
isothermal process at 22 °C, was heated first to 90 °C in order to study the crystal formation after 24 
h and kept for 20 min to erase all crystal memory. Later, the sample was cooled down to −50° C and 
immediately  heated  to  90  °C  in  the  next  segment.  In  our  study, we  have  considered  the  peak 
temperature as the melting/crystallization temperature of the system, and the onset and offset point 
denotes the start and end of the thermal process. For a better understanding of the DSC profile, the 
















According  to  this model,  the  liquidus  line  of  a  binary mixture  of  components A  and  B  being 
completely immiscible in the solid phase, is given by either Equation (1) or (2), depending on their 
composition range [28,29].  ln 𝑥஺ ൌ െ𝐻஺𝑅 ሺ1𝑇 െ 1𝑇஺ሻ   (1) ln 𝑥஻ ൌ െ𝐻஻𝑅 ൬1𝑇 െ 1𝑇஻൰   (2) 
where R  is  the gas constant,  𝑥஺, 𝐻஺, 𝑇஺  represent, mole  fraction, molar  latent heat of  fusion and 
melting point of A, respectively, similarly,  𝑥஻, 𝐻஻, 𝑇஻  for component B. 
On the other hand, the nonideality of mixing is described by the Bragg–Williams approximation. 
This equation is based on the nonideality parameter  𝜒, which explains the interaction between two 
components  in  liquid and  solid‐state.  𝜒  is  the  energy difference between  the pair  (A–B) and  the 
average of (A–A) and (B–B) pairs and is described as 
 ൌ 𝑧 ቆ𝑢஺஻ െ ሺ𝑢஺஺ ൅ 𝑢஻஻ሻ2 ቇ   (3) 
where  𝑧  is the coordination number, i.e., the number of nearest‐neighbor molecules of the individual 






point‐like in the lattice model for understanding the interaction. Thus,  𝑢஺஻,  𝑢஺஺  and  𝑢஻஻ would be 
assumed as the combination of interactions between three different parts of TAG, as explained above. 
For ideal mixing, the difference is zero, therefore,  𝜒  is zero. Positive  𝜒  indicates the clustering 
of  similar molecules, which beyond  some  critical value  leads  to phase  separation  into phases of 
different composition. Negative  𝜒 denotes a tendency for order [26]. The two equations which are 
shown below represents the Bragg–Williams approximation of nonideality; ln 𝑥஺ ൅  𝜒ሺ1 െ 𝑋஺ሻଶ/𝑅𝑇 ൌ െ𝐻஺𝑅 ሺ1𝑇 െ 1𝑇஺ሻ   (4) ln 𝑥஻ ൅  𝜒ሺ1 െ 𝑋஻ሻଶ/𝑅𝑇 ൌ െ𝐻஻𝑅 ሺ1𝑇 െ 1𝑇஻ሻ  (5) 
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For monotectic  behavior,  either  of  the  two  equations  is  simulated  to  give  the  liquidus  line, 
whereas, for the eutectic mixture, for composition range between  𝑥ா  ൑ 𝑥஺ ൑ 1  Equation (4) is used 
and for  0 ൑ 𝑥஺ ൑ 𝑥ா  Equation (5) is used. 






























of  small  and medium‐chain  FA  ranging  from  (C8:0)–(C16:0),  in which  lauric  acid  (42.78%)  and 
myristic acid (17.64%) were present in higher concentration. Although CO was found to contain a 
high amount of saturated fatty acids, oleic acid (9.23%) and linoleic acid (2.99%) were also detected 
in a  significant  amount. This mixture of  short, medium  and  long‐chain  fatty acids and  their  sn–
position explains the different physical, thermal and mechanical properties of fats [6]. 
The TAG composition of CB was determined by HPLC and is shown in Table 2. However, the 
TAG  composition did not  show  the presence of  arachidic  acid  (C20:0), behenic  acid  (C22:0)  and 
lignoceric acid (C24:0) in terms of TAGs. Unfortunately, we could only succeed to separate ~95% of 
TAGs;  therefore,  it was difficult  to conclude whether  these  long‐chain  fatty acids were present  in 
TAG,  diacylglycerol  (DAG), monoacylglycerol  (MAG)  or  in  terms  of  free  fatty  acid.  Thus,  the 
mixtures of different TAG, DAG, MA and FA in CB form were a complicated system by itself. 





























TAGs in CB  Conc. (wt %)  TAGs in CB  Conc. (wt %) 
PPP  0.1  PLL  0.4 
MOP  0.1  SSS  0.3 
PPS  0.5  SOS  26.5 
POP  16.7  OOS  2.2 
PLP  1.8  OOO  0.2 
PSS  0.6  SLO  0.3 
POS  39.8  OLO  0.1 
POO  1.7  SLL  0.2 
PLS  3.4  LLO  <0.1 
PLO  0.3  LLL  <0.1 
P = palmitic acid; M = myristic acid; O = oleic acid; S = stearic acid; L = linoleic acid. 









with  respect  to  change  in  concentration  of  fats.  In  the  case  of  pure CB,  two  endothermic peaks 
occurred during the melting process, which can be ascribed to the melting of two polymorphs, form 
IV (30.85 °C) and form V (33.6 °C) [13]. Similarly, in the case of pure TS, one endothermic peak at 46.8 
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°C (indicated by α melt arrow) and another at 61.7 °C (PTS) were observed. However, according to a 

























fraction  (HMF), a medium melting  fraction  (MMF) and a  low melting  fraction  (LMF)  took place. 
Likewise, pure TS crystallized into one crystal form, having a higher melting point and showing a 
sharp peak at 45 °C, along with the shoulder peak of another polymorph. The blends produced two 
exothermic  peaks,  in which  PTS  represented  TS,  and  PCB  indicated CB.  Furthermore,  PTS  shifted 
towards  lower  temperature  after  the  addition  of  CB  into  it,  and  the  area  of  peak  decreased 





peaks were  taken  as  reference peaks,  as  there was no  specific peak  shift.  For  the  crystallization 
process, the range from 90 °C to 24 °C was considered for PTS, and below for CB, whereas, for the 
remelting  process,  first  endothermic  peak  area  for  CB,  exothermic  peak  for  solid–liquid–solid 
transition and second endothermic peak for TS (refer to supplementary Figure S1). 
The remelting procedure was carried out to determine the melting profile of crystals that formed 
during  the  crystallization  process  (segment  2) with  a  heating  rate  of  2  K/minute.  The melting 
endotherms detected  by DSC  are  shown  in  Figure  2c.  Similarly,  as  in  segment  2, PTS  represents 
endotherm of TS and PCB represents CB. In the case of pure CB, DSC detected one sharp peak along 
with shoulder peaks, which ascribed that mixture of different melting fractions, were melted (from 
LMF  to HMF).  In  the case of TS,  two melting  fractions were  formed, similarly, as of  first melting 
(segment 1 in Figure 2a), only the peak temperature of higher melting fractions was slightly shifted 
from 61.4 °C to 60.97 °C, respectively. Hence, from the endotherms of all the blends and the melting 
temperature  (MT) of TS decreased  after  the  addition  of CB,  similar  to  segment  1. However,  the 
exothermic peak (S–L–S transition) did not vanish completely, even after the addition of CB. For the 
evaluation of these endotherms, the temperature limit was selected as: below temperature 31.06 °C, 
the  area  was  considered  as  CB,  and  above  temperature  33.4  °C  for  TS.  Figure  3  shows  the 
crystallization, melting and S‐L‐S transition enthalpy change against XCB. H for crystallization and 
melting exponentially decreased as CB increased, whereas, for CB, both processes showed a linear 














more  than 10 wt %. Similar  results were obtained  from NMR  results  studying  the crystallization 
















































maxima were  shifting  towards  a  higher  temperature  as  the  concentration  of CB was decreasing 
(shown  by  the  dotted  line).  The  eutectic  mixture  is  when  the  mixture  melts  or  solidifies 











prepared  similarly  like  other  blends  and  the  same process was used  for DSC measurements.  (a) 
Dynamic crystallization from 90 °C to −50 °C. (b) Remelting of crystals formed in segment (a). 
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Analysis of all thermograms was plotted in Figure 6a,b as enthalpy change with respect to XCB. 
By using STARe software,  the enthalpy change was calculated  for PCB, P’CB, PCO, P’CO and one  𝐻 
value  for  eutectic mixtures  (refer  to  supplementary  Figures  S4  and  S5  in  section  5).  𝐻   for PCB 
decreased  (linearly  for  crystallization  and  exponentially  for melting)  as  the  concentration  of CB 














eutectic mixtures  (XCB  =  0.36,  0.35,  0.34),  blue  closed  reverse  triangles  =  PCB+P’CB,  purple  closed 
diamond = PCO, orange closed diamonds = P’CO. 




















































line (solidus  line) achieved from onset point  (PCB) and  the monotonously  increasing  line  (liquidus 
line) plotted from the melting profile of (PTS) described that the two fats were completely immiscible 
with  each  other. This  solid‐liquid  phase diagram  exhibits  a monotectic  behavior  [41] where  the 
solidus line occurs as a horizontal and the liquidus line increases from the melting temperature of 
pure CB to pure TS. The phase diagram shows that below the solidus line, solids of TS (STS) and CB 




the  liquid  phase. A  similar  phase diagram was  obtained  in  the  case  of  POP/PPP mixtures  [42]. 

































































































DSC  result. The  liquidus  line was  constructed  by  considering peak  temperature  (PCB  and PCO  in 
Figures 4c and 5b)  in all blends, and  the solidus  line was achieved  from onset  temperature  (blue 
triangles) and shoulder peak temperature (P’CB and P’CO in Figures 4c and 5b). Up to the solidus line, 
both components were in solid phases and above the solidus line from composition XCB = 0.35 to 1, 





The  thermodynamic  analysis  of  the  liquidus  and  solidus  line was  performed  by  assuming 
nonideal  mixing  in  both  liquid  and  solid  phases.  Hence,  Bragg–Williams  approximation  was 
considered  instead  of  the Hildebrand model, which describes  the  ideal mixing  behavior.  In  the 
present  study of  the CB/TS phase diagram, component A  represents TS and component B  is CB, 




J/mol and  𝑇஼஻ = 294.785 K. For fitting the solidus  line, we considered  the onset temperature. After 
fitting the experimental data, 𝜒L value was calculated as 1.17 + 0.10 kJ/mol (R2 >0.98) and  𝜒s (onset) as 
5.82 ± 0.12 kJ/mol (R2 >0.57) respectively. These high positive values indicated  that the interaction 













the  composition  range  of  𝑥ா  ൑ 𝑥஼஻ ൑ 1   and  0 ൑ 𝑥஼஻ ൑ 𝑥ா  respectively.  Hence,  the  values  of 














from  eutectic  to 1, an  arrangement of CO, having a mixture of  short  chained  (C12, C10 and C8) 
saturated TAGs and CB as monounsaturated TAGs, could not pack densely due to presence of a high 
percentage of CB, which is not flexible in nature even, in a liquid state. 






and  esterified  glycerol  bond.  The main  difference  of  the  energy mismatch  has  its  origin  in  the 
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appearing  cis‐double bonds and  the different  chain  lengths of  the  fatty acids. Both  cause a  large 















Figure 8. PLM analysis of pure  fats after  isothermal crystallization at 22 °C  for 24 h and dynamic 
crystallization at 10 °C by cooling down with 2 K/minute rate. Scale bar = 50 μm. 
The  pictures  captured  after  24  h  at  22  °C,  show  the  crystal  formation  after  the  isothermal 
crystallization process; hence, one can understand the morphology of the crystals, which were melted 





















structure  was  observed.  Again,  for  further  compositions,  smaller  crystals  were  formed  as  the 
concentration of TS increased. 














on  the  basis  of  the  solid–liquid phase diagram. DSC  results depicted  that CB/TS mixtures were 
completely immiscible in the solid phase and well mixed in a liquid state, whereas CB/CO showed 
eutectic mixture at 65 wt % of CO and 35 wt % of CB. Similarly, the thermodynamic analysis of the 
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resulted  in  higher  melting  points.  Thus  we  can  conclude  that  the  variations  in  thermal  and 
morphological  behavior  of  fat  and  oil  (CB/TS  and CB/CO)  blends  are  highly  dependent  on:  (1) 
crystallization  kinetics,  and  (2)  “defects”  created  in  crystal  structure  arrangements  due  to 
monounsaturated part of CB. 
To summarize, these results improve the understanding of molecular interactions in bulk fat–fat 
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